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z> iE (Agkistrodon acutus) 蛇毒 的 
分 离 及 其 生物 活性 的 研究 


KAE HEY BAR WAH 


CHa tS EBB RA SOT By 屁 明 ) 


摘 要 


用 二 乙 气 乙 基 纤维 素 柱 基 析 法 将 尖 易 晓 蛇 毒 分 成 15 个 组 分 ， 并 对 粗 蛇 毒 及 
各 分 离 组 分 进行 了 各 种 生物 活力 的 测定 , 结果 玫 明 :1. 粗 蛇毒 中 存在 有 精 气 酸 本 
E, TEKEE RERRM, FROMM, 5ER- EE, 5 "一 核 TR 
W, ADP, ATPWE, L— A ÆR g iE E A ARA” 但 不 存 
E EaR GA RE 2 EERE, 5i HRR ADPR EH 
存在 于 粗放 毒 经 分 离 后 的 各 组 分 中 3. 精 气 酸 酷 覆 存在 于 组 分 6 一 13 中 ， 以 第 
8 组 分 的 活性 最 高 ! 4, 第 1 及 5 一 13 组 分 显示 有 较 高 的 凝血 活性 ! 第 1 一 2 组 分 
及 9 一 15 组 分 显示 有 出 血 毒 第 12 (小 鼠 死 亡 率 215) 及 第 13 组 分 (小刀 死亡 
率 315) 显示 有 较 高 的 毒性 ; 第 1 一 2，9 一 15 组 分 显示 有 纤 深 活 性 。 


早年 ， 有 人 用 纸 上 电 泳 法 研究 尖 吻 晶 蛇 毒 ， 发 现 其 主要 成 分 是 酸性 蛋白 。 其 后 ， 有 
人 用 淀粉 阁 胶 电泳 法 将 尖 吻 蜡 蛇 毒 分 出 6 个 组 分 用 二 乙 氨 乙 基 纤维 素 柱 层 析 法 分 出 ?个 
Hs; 用 二 乙 氛 乙 基 葡 聚 糖 赣 胶 柱 层 析 法 分 出 12 个 组 分 。 司 时 ， 亦 对 蛇毒 中 存在 的 凝血 
活性 ， 精 氢 酸 酯 酶 活性 ， 酷 蛋白 水 表 活 性 ， 进 行 了 比较 (12] 。 Ouyang SAMIR 
蛇毒 中 存在 的 凝血 酶 样 活性 ， 纤 维 蛋 白 深 解 活性 及 抗 话 血 组 分 进行 了 进一步 的 纯化 和 研 
究 ， 有 关 尖 萄 晓 蛇 毒 中 生物 活性 物质 的 研究 至 今 尚未 见 有 较为 全 面 的 报导 。 

本 文 对 尖 易 晓 蛇 毒 进行 了 分 离 并 对 各 组 分 的 生物 活性 进行 了 较为 广泛 的 研究 。 


材料 和 方法 


—, SH, ROW (Agkistrodon acutus ) KEKEE MAKY, NERAK, IW 
得 的 新 鲜 蛇 毒液 ， 迅 速 置 于 盛 有 五 氧化 二 玖 的 真空 于 爆 器 中 ， 真 空 干 如 。 一 般 1 一 2 小 


本 文 于 1680 年 2 月 4 日 收 到 ， 
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时 即 可 得 到 芯 松 ， 块 状 ， 无 定形 淡 黄 色 固 体 。 将 干燥 的 粗 蛇 毒 收集 于 粽 色 瓶 ， 保 存在 于 
燥 器 中 备用 。 

二 、 仪 器 ， 试 剂 ，5F 一 400L 部 分 收集 器 (日 本 ) 、751 型 分 光 光 度 计 〈 上 海 ) ， 二 乙 
BZ KARE ( DEAE—Cellulose DE52 英 Whatman) , #PR—-L-HBABAEH 
(BAEE) 合成 ， 熔 点 194 一 196*C， 酷 蛋白 标准 试剂 〈 卫 生 部 药品 生物 制品 研究 所 ) ， 
WiC RR (cp 上 海 试剂 三 厂 ) , L- RAR Oke , 5 -AMP (生化 试剂 ) ， 
ATP (生化 试剂 ) > DON RRER RM (熔点 175—1770, 系 上 海 生 化 所 出 品 ) , ADP 
GE, CRD RRR (TA) BERR, Be Gk, Koch Light) , SR 
二 钠 (CP、 上 海 新 中 化 学 厂 ) 、 钊 磅 脂 〈 生 化 试剂 ， 上 海 蛋 禽 二 厂 ) ， 纤 维 蛋白 元 (上 

海 生 物 制品 所 ) 。 

=. RADNE: MMH (Sme/ml, HF 0.05M tris—HCl 缓冲 液 中 ，pH7 ,6。 
内 含 0.01M CaCl.) 0.1m] 或 各 分 离 组 分 100kg (以 蛋白 质 含量 计 ) 分 别 测定 以 下 12 种 
酶 活性 。 精 氮 酸 酷 酶 、 蛋 白水 解 酶 、 磷 酸 二 酯 酶 ，5’ 一 核 车 酸 酶 ，ADP E, ATP H, 
BRE, BRER L- SERA, BRAS MRSC) 的 方法 Hz. 
BR TE BBR BR BR B25’ 一 更 酸 二 酯 酶 分 别 参照 文献 介绍 的 方法 C(4,5 测定 。 

四 、 广 血 活性 测定 ， 取 若干 小 试管 ， 每 管 加 入 0.3ml 0.4% 纤维 蛋白 元 液 OR 于 
0.05M tris 一 HCl 缓冲 液 中 ，pH7.6》 ， 试 算 置 于 37eC 水 浴 中 保温 2 分 钟 ， 然 后 加 入 试 
样 ( 粗 蛇 毒 0.1ml 或 分 离 组 分 100kg) , WRAY, WM, BRASS BEAM HR 
不 再 流动 )， 是 为 该 试 样 的 凝血 时 间 。 重 复 操作 一 次 ， 取 二 次 的 平均 值 。 

五 、 出 血 毒 素 活力 的 测定 ， 重 约 160g 的 大 白 咎 ， 用 乙醚 麻醉 后 ， 在 缘 部 选 二 个 点 ， 
剪 毛 注 入 100hg 试 样 。24 小 时 后 ， 乙 醚 麻醉 处 死 ， 剥皮 观察 注射 部 位 是 否 有 出 血 斑点 。 
着 有 出 血 斑点 ， 表 明 试 样 中 含有 出 租 毒 素 。 斑 点 越 大 ， 则 出 血 毒素 含量 越 高 。 

A. SRE, SRAstrupSHABO 测定 。 

E FEWE BAMADAR, B220, FAS ERR, GAER 2 只 ， 
@RSR) 。 每 个 试 样 用 一 组 小 白鼠 作 实验 。 每 只 小 白鼠 腹腔 注射 100hg 试 样 。 观 察 48 
小 时 ， 统 计 死亡 率 ， 


结 果 


DE. AFRESH (25 x 520mm) 取 真 空 干 燥 粗 蛇毒 2g， 深 于 20m10.005M pH8.0 
ERRAI Aml 小时，5ml/ 管 。 先 用 栈 酸 答 组 冲 液 pH8.0，0.005M 对 0.1M 各 
取 1000ml， 进 行 梯度 洗 脱 。 收 集 到 200 管 后 改 用 0.1M 对 0.5M 也 各 取 1000ml ， 继 续 进 行 
另 一 阶段 的 梯度 洗 胸 。 所 收集 的 洗 脱 波 ， 在 280mk 下 ， 测 定 其 光 吸 收 售 。 尖 响 蜡 粗 蛇毒 
可 分 出 15 个 组 分 ， 见 图 1 。 

RIL 列 出 粗 蛇 毒 及 各 分 离 组 分 的 酶 活力 定量 测定 结果 ， 从 表 1 可 以 看 出 ，1. 粗 蛇毒 
及 各 分 离 组 分 中 ， 不 合 胆 碱 脂 醇 及 核 粮 核 柄 酶 : 2 ,蛋白 水解 酶 。5' BRR ADP 
PREETHRE RAP RAD Ps 3.8 AK, BRO RR. 5 Bm, 
ADP, ATP, RRRIEMAUS—-HDS ERR, 4.L- 氨基 酸 氧 化 酶 以 第 4 、 第 
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1A SRR 5 RRR ROAD SERA: 6. MERRELL, Bias 
MB) 7.5’ 一 磷酸 二 柄 醇 存 在 于 粗 蛇 毒 、 及 第 1 一 2，4、10 一 15 组 分 中 。 

第 1 及 5 一 13 组 分 显示 较 高 的 凝血 活性 ， 见 表 2 。 

狂 蛇 毒 、 第 1 一 2 组 分 及 9 一 15 组 分 含有 出 血 毒 素 ， 见 表 3 。 

第 12 (小 白 记 死亡 率 215) 及 第 13 (小 白鼠 死亡 率 3/5) 组 分 显示 较 高 的 毒性 ， 见 表 
4, 

ARETE R 1-2, 9-15 Bmw at, WHS, 


讨 论 


用 二 乙 氨 己基 纤维 素 柱 是 析 法 ， 将 尖 陶 蜡 粗 蛇毒 分 出 15 个 组 分 。 而 Ouyang 在 相近 
的 条 件 下 、 人 瓜分 出 了 个 或 者 12 个 组 分 [1,2] 。 表 明 作 者 取得 较 好 的 分 离 结果 。 

对 尖 吻 晶 粗 蛇毒 及 各 分 离 组 分 进行 了 16 种 生物 活力 的 测定 发 现 尖 吻 盖 蛇 毒 中 存在 精 
AMEE, HARM. BR, ARER, 5’ — ROR, 5’ 一 核 苷 酸 酶 、 
ADP, ATP, L-HEMM EE, RRRIRBASIOMRIEH, AREER 
RERBZRBNIE I: SAADET HMR MAH. B12, 13H BR 
REHE, RUM, REA, ALTER, PARR, BE AKR, 运动 
RARRMRS, CLEPRRATEAKEM, RBH, WER 
的 综合 表现 ， 此 外 ， 粗 蛇毒 及 第 6 —13H1 5) En GE EEK a AB ES wE i 
样 酶 ， 运 动 徐 缓 素 释放 酶 等 几 种 生物 活性 梨 质 的 作用 。 

蛇毒 的 分 离 及 各 分 离 组 分 的 活力 测定 ， 将 有 利于 蛇毒 生物 北 学 及 药理 学 的 进一步 研 
Ro WALO BRE Pe mA ER 《Ancrod) 的 研究 ， 从 而 提供 了 一 个 较为 安全 专 一 的 
新 抗 柳 血 剂 ， 是 一 较为 成 功 的 突出 例子 。 





164 动 物 学 i 党 1% 


表 1 尖 吻 量 粗 蛇毒 及 其 各 分 离 组 分 的 酶 活力 (单位 /mg} 




























































H 5 8 7 8 e | 1 1 | 12 13 :14 1 15 
AARE 24 | — | 一 | 一 | — | — |560. 240 |8501400 |260 320 so aa | 全 
makse | sa | aso |40| ao ‘apl as les s25 la7,s 55 | 65 | ap | 50 | 55 ‘48 |130 

EMREN 45 .一 :一 |48.4.5|7.513.2 7.0 | 一 10.0 9.0} 一 一 | 一 | 和 8 和 3 
AREN | 17.5 5 Ci -|| -| 一 I; 
saae a6 | 07 losl 一 |0.5 一 | 一 — | 一 | 一 |0.8|0.7 0.7|0.8|0.6!0.5 
核 精 核 酸 本 -| - |-|-| -|-|-|-|- 
5 Ke 9.3 | 45.0 |2.5|1,6|4.2 6.3:7,2| 14.2 js 0 29.6|18。3P6. 4.1] 409} 1.7 
ADPR 2.1 ; 10.8 10.7|1.2 2.3 alae 6.7 [8.3/6.7 |4.8'5.8/5.712.5[1.8] 一 
ATP lane Beeb ee el ee I es ee lg ee 
LAER REM | 54 | 一 | 一 | 一 205/207 ,2.8|2.8|2.1j114.7 
maws = -| 一 | 一 一 Se 


AIRA Hub) i 1800ug | 170hg | 一 





+ “一 "表示 不 台 有 该 本， 以 下 同 。 









































R 2 Se ON EEE HS Eeeeh DEAE 

| ae elean a Is |]: a| jao u| las | a | 15 
凝血 活性 | yi0 sor aw iar wr arae ar ee ts 13" 18” | 10" | 10° ha 1a’ 
表 3 LYRACRRKRS ARASH HBR (Cm*) 









-| 9 19 11 














no 0.6 . 4.5 





“EEE 


5 asl 








* AKER. 


® 4 尖 购 是 粗 蛇 毒 及 其 各 分 高 组 分 的 纤 溶 活性 《ma 
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Study on isolation from the venom of Agkistrodon acutus 
and its biological activity 


Zhang Hong-ji, Xiao Chang-hua, Tang Shao-zong, Yang Jun-ru 


(Kunming Insttiute of Zoology, Academia Sinica) 


Abstract 


15 fractions were obtained from the venom of Agkistrodon acutus by 
column chromatography. Chemical principles of biological activity of crude 
venom and every fraction were examined the experimental results are as follows, 

1, Crude venom and each fraction contain argininie esterase, protein 
hydrolase, alkaline~phosphatase, phospho-biesterase, 5’ -phospho-—biesterase, 
5’-nucleotidase, adenosine diphosphatase, adenosine triphosphatase, L-amino- 
acid oxidase and phospho-esterase A, but choline-esterase and ribonuclease 
are not found, 

2. Protein hydrolase, 5’-nucleotidase and adenosine diphosphatease exist 
commonly in crude venom and each fraction, 

3. Arginine esterase exists in crude venom and the sixth-to thirteenth 
fractions but the highest activity appears in the eighte fraction, 

4. The first and the fifth to thirteenth fraction show higher blood 
coagulant activity, Crude venom, the first, the second and the ninth to the 
fifteenth fractions show bleeding toxin, The twelfth (the mortality is 2/5 on 
mice) and the thirteenth fractions (the mortality is 3/5 on mice) show higher 
toxicity, Crude venom, the first, the second and the ninth to the fifteenth 


fractions show fibrinolytic activity. 





